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3.2.5 Article 5 : Le CTAD peut-il être utilisé comme anticoagulant 
universel chez le Chien ?  
 
Motif :  
Le CTAD est un bon candidat en tant qu’anticoagulant « universel » chez le Chat. Il est 
donc légitime de déterminer si le CTAD seul pourrait également être utilisé chez le Chien 
pour des bilans biologiques de base communément utilisés en médecine vétérinaire 
associant hématologie, hémostase et biochimie.  
Objectif : 
Comparer dans des spécimens de Chien le degré d’agrégation plaquettaire et les 
résultats d’analyses d’hématologie, d’hémostase secondaire et de biochimie obtenus sur 
CTAD et sur anticoagulants habituels (EDTA, Citrate et Héparine).  
Particularités techniques : 
Le degré d’agrégation plaquettaire a été évalué de façon semi-quantitative par une 
nouvelle méthode de scoring (de 0 à 4) récemment décrite et semblant plus adaptée et 
fondée sur l’estimation de la taille et le nombre visualisés des amas plaquettaires sur la 
queue entière du frottis sanguin coloré au MGG [73]. Au total, 40 chiens sains et malades 
ont été prélevés pour comparer les résultats d’un bilan d’hématologie, d’hémostase 
secondaire et d’un bilan biochimique de routine. Comme chez le Chat, certains analytes (tels 
que le sodium et les ions divalents) n’ont pas été testés en raison des interférences 
prévisibles des constituants du CTAD.  
Principaux résultats : 
Le degré d’agrégation plaquettaire a été globalement limité dans les spécimens 
collectés sur CTAD par rapport aux spécimens collectés sur EDTA. Toutefois, cette tendance 
n’est pas systématique, le degré d’agrégation plaquettaire ayant rarement été plus élevé au 
sein des spécimens collectés sur CTAD que sur EDTA (3/40 spécimens). Une étude 
complémentaire comparant l’agrégation plaquettaire provoquée in vitro par divers agonistes 
serait nécessaire pour évaluer précisément l’effet du CTAD.  
Les résultats de l’hémogramme réalisés dans les spécimens collectés sur CTAD et EDTA 
sont relativement similaires et bien corrélés pour la plupart des variables. Cependant, un 
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transfert d‘intervalle de référence serait nécessaire pour les variables associées à un biais 
proportionnel et/ou constant (tels que : VGM, CCMH, RDW-CV, et la numération des 
monocytes) afin d’éviter toute erreur d’interprétation clinique. En revanche, les mesures des 
indexes de maturation des réticulocytes (IRF, LFR, MFR et HFR) et les variables concernant 
les plaquettes (PDW, MPV, P-LCR et PCT) sont peu corrélées. Le CTAD ne semblant pas 
pouvoir substituer à l’EDTA pour la mesure de ces variables à l’heure actuelle, même en 
recalculant des intervalles de référence. L’établissement de novo d’IR spécifiques au CTAD 
sont à envisager afin de pouvoir mesure ces variables au sein de spécimens sanguins 
collectés sur CTAD. 
Les bilans d’hémostase sur plasmas citratés et sur CTAD sont similaires pour la mesure 
du fibrinogène et de l’antithrombine. Les mesures des D-dimères et du temps de Quick (TQ) 
sont modérément corrélées et ne présentent pas de biais évident, et celle du temps de 
céphaline activée (TCA) diffère notablement et est associée à un nombre non négligeable 
d’interprétation clinique différente. Le CTAD peut ainsi être utilisé directement pour 
mesurer le fibrinogène et l’antithrombine, ainsi que pour la mesure des D-Dimères et du TQ 
à conditions de réaliser un transfert d’IR, alors que l’utilisation du CTAD ne peut être 
recommandée pour la mesure du TCA d’après les résultats obtenus dans cette étude. 
Les bilans biochimiques sont similaires pour un grand nombre de variables telles que la 
concentration en triglycérides, cholestérol, glucose, protéines totales, et la mesure de 
l’activité enzymatique de l’ALAT, la GGT et la lipase, malgré quelques différences 
cliniquement peu significatives. Un transfert d’IR permettrait d’utiliser le CTAD en routine 
pour la mesure de ces variables chez le Chien. Des différences plus marquées sont observées 
pour la mesure de la concentration de l’urée, de la créatinine, des phosphates, du fer, de 
l’albumine et de l’activité enzymatique de l’ASAT, l’amylase et des PAL. Toutefois la bonne 
corrélation de ces résultats entre les plasmas héparinés et les plasmas sur CTAD rend 
l’utilisation de ce dernier acceptable pour leur mesure à conditions de réaliser un transfert 
d’IR afin d’éviter toute erreur d’interprétation clinique. En revanche, la mesure de l’activité 
enzymatique de la créatine kinase et de la concentration en potassium, chlorures et CO2 
total ne peuvent être recommandées sur CTAD.  
Conclusion : 
Comme chez le Chat, le CTAD semble limiter le degré d’agrégation plaquettaire (bien 
que plus partiellement) et être un bon candidat d’anticoagulant « universel » chez le Chien. 
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Cependant, cela revêt une importance plus limitée chez l’espèce canine pour laquelle les 
prélèvements sont en général plus faciles à réaliser, exceptés pour les sujets de petite taille, 
afin de limiter la spoliation sanguine par des prélèvements multiples. 
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Figure 1: Passing-Bablock agreement graphs of hematological analytes in paired canine CTAD 
and EDTA specimens. Grey line: identity, red line: Passing-Bablock fit and dotted red lines: 95% 
confidence intervals. 
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Figure 2: Passing-Bablock agreement graphs of secondary hemostasis analytes in paired 
canine CTAD and citrate specimens. PT = prothrombin time, APTT = activated partial 
thromboplastin time, and AT = antithrombin. Grey line: identity, red line: Passing-Bablock 
fit and dotted red lines: 95% confidence intervals. 
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  Figure 3: Passing-Bablock agreement graphs of biochemical analytes in paired canine CTAD 
and heparin specimens. Grey line: identity, red line: Passing-Bablock fit and dotted red 
lines: 95% confidence intervals.  
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4 Discussion 
 
La première question posée par ce travail était : « le CTAD inhibe-t-il effectivement 
l’agrégation plaquettaire chez le Chat ?», ce qui amène à examiner si les méthodes 
employées pour le démontrer étaient adéquates. Nous avons utilisé plusieurs méthodes 
pour mettre en évidence l’agrégation plaquettaire, donc démontrer un éventuel effet 
antiagrégant. 
La méthode la plus facile à mettre en œuvre est la quantification du degré 
d’agrégation plaquettaire par scoring de la taille et/ou du nombre d’agrégats observés à la 
lecture d’un frottis sanguin. Les critères que nous avons principalement utilisés pour les 
études réalisées chez le Chat sont ceux de Norman fondés sur une estimation moyenne de la 
taille des agrégats plaquettaires visualisés sur les bords et la queue du frottis [50]. Ses 
résultats dépendent à la fois du frottis examiné et de la personne qui l’examine, c’est 
pourquoi dans notre étude, tous les frottis observés chez le Chat ont été analysés de la 
même manière et lus par la même personne ce qui donne à penser que la comparaison des 
observations faites dans cette espèce est valable. L’imprécision de cette méthode de scoring, 
a toutefois amené à établir de nouveaux critères d’évaluation de l’agrégation sur des frottis, 
proposés très récemment [73]. Ces derniers critères permettraient de mieux refléter le 
degré d’agrégation plaquettaire global visualisé en prenant en compte à la fois la taille et le 
nombre d’agrégats plaquettaires observés dans toute la queue de frottis. Seule l’étude 
portant sur le Chien a utilisé les nouveaux critères. Par ailleurs, ce système de gradation 
semi-quantitative de l’agrégation plaquettaire ne permet pas de déterminer un seuil de 
décision précis en-deçà duquel l’agrégation peut être considérée comme négligeable. Cela a 
amené à le fixer arbitrairement à « 2 » selon les critères de Norman, mais ce choix est 
discutable. Cependant, comme ce même seuil a été utilisé pour toutes les études effectuées 
chez le Chat, les comparaisons restent valides. 
La deuxième méthode, indirecte, d’évaluation de l’agrégation plaquettaire in vitro a 
été la comparaison des numérations plaquettaires dans les spécimens contenant ou non du 
CTAD ; pour ce faire, différentes méthodes de numération ont été utilisées. Que ce soit les 
numérations manuelles sur cellules de comptage ou frottis sanguin, ou l’utilisation 
d’automates à variation d’impédance ou cytométrie de flux, les résultats ont été 
comparables. Là encore, l’observation de numérations supérieures en présence de CTAD 
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n’est pas une preuve de l’effet antiagrégant mais l’observation d’effets identiques dans des 
expériences différentes qui corrobore les effets constatés sur les frottis.  
Enfin, la preuve définitive de l’effet antiagrégant du CTAD a été établie par 
agrégométrie. Il est regrettable que cela n’ait pu être effectué que chez le Chat. En effet, il 
aurait été aisé de le faire chez le Chien en raison de la facilité à collecter des spécimens dans 
cette espèce mais nous avons manqué de temps. Quant au projet que nous avions chez la 
Souris, il a dû être remis car nous n’avons pas réussi à obtenir simultanément sur le même 
animal deux spécimens collectés sur CTAD et EDTA à la fois de bonne qualité et d’un volume 
suffisant pour faire les mesures. Deux pistes sont ouvertes pour répondre à cette dernière 
question : soit améliorer notre technique de collecte sanguine chez la Souris, soit travailler 
sur des pools de spécimens provenant de différents animaux. 
En bilan, les méthodes que nous avons utilisées pour évaluer l’agrégation plaquettaire 
ont donné des résultats convergents et lorsqu’un effet antiagrégant a été observé, nous 
pouvons avoir confiance dans sa réalité. 
Ensuite, pour tester les effets du CTAD sur l’agrégation plaquettaire nous avions prévu 
de comparer les résultats obtenus dans des spécimens collectés sur EDTA qui présentent 
fréquemment des agrégats plaquettaires chez le chat et dans des spécimens collectés sur 
EDTA + CTAD et sur CTAD seul. Dans un premier temps, en l’absence de microtubes 
contenant du CTAD seul, il ne nous a pas été possible de collecter les 3 types de spécimens 
simultanément chez les mêmes chats car le volume prélevé aurait été trop grand. De plus, il 
avait été rapporté que les meilleurs effets antiagrégants étaient observés avec l’association 
EDTA + CTAD. C’est la raison pour laquelle les premières expériences ont été faites en 
rajoutant du CTAD à des spécimens collectés sur EDTA. Cette association a permis d’obtenir 
un nombre limité de spécimens pour lesquels des agrégats étaient observés par 
comparaison à l’EDTA seul et donc de confirmer l’effet antiagrégant du CTAD. Cependant, la 
manipulation préalable d’addition de CTAD au tube EDTA constitue une difficulté technique 
s’opposant à la diffusion du CTAD en pratique clinique ; cela a partiellement été résolu avec 
la commercialisation de tubes CTAD de différents volumes, même si des microtubes 
contenant du CTAD ne sont pas encore disponibles sur le marché (mais peuvent être 
facilement obtenus en complémentant des microtubes ne contenant aucun additif avec du 
CTAD). 
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Une limite de ces études a été le nombre limité de spécimens présentant un degré 
d’agrégation plaquettaire élevé sur EDTA. En effet, la prévalence de l’agrégation plaquettaire 
in vitro dépend d’un grand nombre de facteurs pré-analytiques tels que la dextérité du 
manipulateur et du collecteur des spécimens sanguins, et le matériel de prélèvement utilisé. 
Dans notre étude initiale, le sang a été collecté par un préleveur expérimenté avec des tubes 
sous vide, et le nombre de spécimens présentant un fort degré d’agrégation plaquettaire sur 
EDTA a été relativement faible : 11/46 soit 24% des spécimens. Par contre, dans notre étude 
établissant les intervalles de référence hématologiques chez le Chat, les spécimens sanguins 
ont été collectés avec des microtubes plus pratiques à utiliser mais « connus » pour favoriser 
l’apparition d’agrégats plaquettaires in vitro, et 41/81 soit 51% des spécimens sur EDTA 
avaient un score d’agrégation plaquettaire ≥ 2. Cette observation confirme que la prévalence 
de l’agrégation plaquettaire dépend notablement des conditions de prélèvement et que l’on 
peut s’attendre à ce qu’elle soit plus forte dans les conditions pratiques de clinique que dans 
celles de l’expérimentation animale. Cela renforce l’intérêt d’utiliser le CTAD lorsque les 
conditions de prélèvement sont les moins favorables. 
La première phase de l’étude chez le Chat a donc établi que le CTAD en limitant 
l’agrégation plaquettaire in vitro, sans pour autant la faire disparaître dans la totalité des 
spécimens, permettait d’obtenir des numérations plaquettaires plus exactes. 
Parallèlement, les études ont permis de répondre à la deuxième question posée en 
montrant : 1/ que la majorité des autres résultats d’analyses hématologiques chez le chat 
étaient peu ou pas modifiés par rapport aux résultats obtenus sur EDTA et 2/ que la stabilité 
de ces spécimens était améliorée en présence de CTAD. En effet, l’étude comparant les 
résultats d’un hémogramme complet sur EDTA complémenté ou non en CTAD chez le Chat a 
démontré quelques différences minimes à très modérées d’un point de vue strictement 
statistique (en incluant l’effet de la variabilité analytique), mais que ces différences ne 
présentent que peu ou pas d’impact du point de vue de l’interprétation clinique. L’étude 
ayant établi les intervalles de référence hématologique sur EDTA et CTAD chez le Chat a 
quant à elle permis de mettre en évidence que les intervalles pour les deux types 
d’anticoagulant sont identiques pour la plupart des variables hématologiques, ou peu 
différents. Chez le Chien, les résultats hématologiques obtenus sur EDTA et CTAD sont 
également similaires pour la plupart des variables ou diffèrent très peu. Le CTAD peut ainsi 
être utilisé en routine chez le Chat et le Chien, un simple transfert d’intervalles de référence 
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ou l’établissement d’intervalle de référence de novo pour les rares variables hématologiques 
différant sur EDTA et CTAD permettant l’utilisation du CTAD dans l’espèce canine. La stabilité 
des variables hématologiques est par ailleurs améliorée dans les tubes EDTA supplémentés 
en CTAD dans l’espèce féline. En effet, les modifications engendrées par le délai de 
traitement (dans le cadre de l’envoi d’un spécimen sanguin à un laboratoire, par exemple en 
fin de semaine) sont nettement atténuées. La stabilité des variables hématologiques dans les 
spécimens collectés sur CTAD seul n’a malheureusement pas pu être étudiée au cours de nos 
travaux pour les raisons évoquées précédemment. Cependant, même si une stabilité 
similaire en présence de CTAD seul est vraisemblable, seule une étude complémentaire 
permettrait de confirmer cette hypothèse.  
Cela établit donc que le CTAD représente une amélioration notable pour l’hématologie 
féline par rapport l’EDTA. Il ne présente qu’un seul inconvénient mineur à notre avis: il 
impose de corriger la dilution liée au fait que cet anticoagulant est présenté sous une forme 
liquide avec un rapport de dilution de 9 volumes de sang pour 1 volume d’anticoagulant (cf. 
la présence de citrate). Il serait éventuellement possible de recalculer des limites de 
référence pour tubes CTAD sans intégrer la dilution pour faciliter une utilisation immédiate 
par les confrères praticiens vétérinaires ; cependant, cela ne nous paraît pas une solution 
souhaitable car : 1/ elle ne fournit pas la concentration réelle des différents analytes ; 2/ 
dans la pratique, il est très rapide de faire une approximation en rajoutant 10% au résultat 
obtenu. Par ailleurs, il nous semble cependant que cet inconvénient est plus limité que ceux 
engendrés par les autres anticoagulants palliatifs actuellement proposés pour limiter 
l’agrégation plaquettaire in vitro chez le Chat. En effet, l’addition de PGI2 (peu stable en 
solution) ou de son analogue plus stable, l’Iloprost®, impose une manipulation des spécimens 
avant analyse car il n’existe pas de tubes commercialisés prêts à l’emploi, de plus, la PGI2 est 
onéreuse et peu stable et l’Iloprost® n’est pas actuellement disponible en France.  
La troisième question posée était : « les effets antiagrégants du CTAD sont-ils observés 
également dans d’autres espèces ? » Pour les raisons évoquées précédemment, il n’a été 
possible de répondre à cette question que pour le Chien. Le CTAD semble limiter dans une 
moindre mesure l’agrégation plaquettaire dans l’espèce canine, mais cet effet n’ayant été 
évalué que par une méthode semi-quantitative d’après l’évaluation du degré d’agrégation 
plaquettaire sur un frottis sanguin, ces résultats ne sont pas probants. Une étude 
d’agrégométrie in vitro serait nécessaire pour conforter cette hypothèse et déterminer 
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l’effet précis du CTAD sur l’agrégation plaquettaire in vitro dans l’espèce canine, et ainsi 
déterminer la pertinence ou non de l’utilisation du CTAD pour cette espèce.  
Enfin, la dernière question était : « les spécimens collectés sur CTAD permettent-ils 
également la mesure de différentes variables en biochimie ou en hémostase ? ». Cet aspect 
a été étudié dans les espèces féline et canine dans un souci d’évaluer le potentiel du CTAD 
en tant qu’anticoagulant « universel ». Ce dernier s’avère être un bon candidat puisqu’il 
permet la réalisation d’un bilan d’hémostase secondaire chez le Chat et le Chien (à 
l’exception notamment de la mesure du TCA chez le Chien, pour lequel les résultats obtenus 
sur CTAD ne sont pas probants), ainsi que la mesure d’un grand nombre de variables 
biochimiques, à l’exception principalement des électrolytes (ex : K+, Na+, Cl-, CO2, Ca
2+, Mg2+). 
Les quelques différences obtenues sur plasmas CTAD et héparinés peuvent être palliées par 
l’utilisation d’intervalles de référence spécifiques du CTAD et calculés à l’aide d’une méthode 
de transfert pour la plupart des analytes bien corrélés. Une étude complémentaire incluant 
des résultats anormaux pour certaines variables (ex : Bilirubine, GGT, ASAT…) serait toutefois 
nécessaire afin de conforter ces résultats. Il n’en reste pas moins qu’à l’heure actuelle, le 
CTAD ne peut pas se substituer aux anticoagulants usuels pour toutes les analyses. Cela 
restreint ses possibilités d’utilisation mais cela ouvre aussi des perspectives en particulier 
dans les situations d’urgence où il est souvent difficile de multiplier les prélèvements ou d’en 
faire de nouveaux face aux premiers résultats : le CTAD permet en effet, outre les résultats 
hématologiques, d’obtenir les résultats de nombreuses variables utiles dans ce cadre, telles 
que les protéines totales, l’albumine, certaines enzymes, mais malheureusement pas les 
électrolytes ; il serait intéressant dans cette même perspective de tester si des spécimens 
collectés sur CTAD permettraient des analyses de gazométrie. 
A l’issue de ces études, un certain nombre de questions se posent ou restent en 
suspens. L’activité antiagrégante du CTAD ayant été confirmée chez le Chat et dans une 
moindre mesure chez le Chien, il est nécessaire de pouvoir établir s’il en est de même dans 
les autres espèces réputées sensibles, ce qui est peu utile en routine clinique vétérinaire 
mais très important en biologie médicale des espèces animales de laboratoire, les deux 
premières espèces à tester étant la Souris et le Mini-porc. Il pourrait également être 
intéressant de déterminer quel(s) constituant(s) du mélange CTAD a(ont) un effet 
antiagrégant pertinent; cela constituerait la satisfaction d’une curiosité scientifique mais, au 
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plan pratique, le point le plus important est que les tubes commercialement disponibles 
permettent d’obtenir l’effet recherché. 
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5 Conclusion 
 
Le CTAD est une combinaison antiagrégante pertinente pour la réalisation d’un bilan 
hématologique dans l’espèce féline, permettant d’obtenir de meilleures conditions pré-
analytiques que l’EDTA. Il s’avère être un bon candidat comme anticoagulant « universel » 
puisqu’il permet la réalisation d’un bilan biologique relativement complet comprenant 
également les analyses d’hémostase secondaire et de biochimie à l’exception cependant du 
bilan électrolytique. Le CTAD permet ainsi de limiter la spoliation sanguine et le nombre de 
prélèvements jusque-là nécessaires chez le chat, une espèce de petit gabarit, et ouvre des 
perspectives intéressantes pour les animaux de petite taille tant en médecine vétérinaire 
qu’en recherche.  
Des effets similaires ont été observés chez le Chien, ce qui donne à penser qu’il en est 
probablement de même dans d’autres espèces. Il s’agit là d’une des deux pistes qui nous 
paraissent intéressantes à suivre maintenant : confirmer les effets antiagrégants du CTAD 
par agrégométrie dans toutes les espèces réputées sensibles et tester l’utilisation du CTAD 
pour les analyses hématologiques dans ces espèces, et éventuellement pour les bilans de 
biochimie et d’hémostase secondaire. 
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TITLE: In vitro platelet aggregation: anticoagulant effects of CTAD and its use for diagnostic 
investigation in sensitive species 
 
 
The platelet count is a delicate measurement, which may often be erroneous because 
of the tendency of platelets from some animal species to aggregate in vitro. This study 
demonstrated that this effect can be inhibited in cats using CTAD (Citrate, Theophylline, 
Adenosine and Dipyridamole) composed of an anticoagulant and platelet inhibitors. This 
association provides reliable platelet counts without affecting other blood populations and 
also allows hemostasis and biochemical analyses. New hematological reference intervals 
have been established for some variables with analyzers used in clinical pathology 
laboratories and veterinary clinics. Furthermore, if the antiplatelet clumping effects of CTAD 
are less marked in canine species, the CTAD can also serve as "universal" anticoagulant, 
reducing the number of blood samples and thus improving animal welfare. 
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laboratoire et dans les cliniques vétérinaires. Par ailleurs, si les effets antiagrégants du CTAD 
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